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Resumen

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el efecto bacteriostatico de nanoparticulas de quitosano funcionalizadas
con agentes antioxidantes de extractos de frutas tropicales.

En la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de quitosano funcionalizadas se manipulan variables
experimentales para obtener concentraciones y otros pardmetros que presenten efecto bacteriostatico en seis
especies de bacterias patogenas ATCC, tanto gram-negativas: Escherichia coli, Serratia marcescens y
Psudomona aeroginosa; como gram-positivas: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis 'y Enteroccus faecalls.
La hipétesis planteada supone que al funcionalizar las nanoparticulas sintetizadas mediante el método de
gelificacion i6nica con tripolifosfato de sodio como agente entrecruzante, con agentes activos provenientes
de extractos de la fruta tropical mora (Rubus glaucus), al contener agentes antioxidantes, expresados como
concentracion de acido galico, otorgan a las nanoparticulas de quitosano la capacidad de inhibir el crecimiento
bacteriano.

Este trabajo se ha concentrado en el estudio de las propiedades de la mora como agente modificante de las
nanoparticulas de quitosano y la evaluacion preliminar de su actividad antimicrobiana. Se evalu6 el contenido
de polifenoles de la fruta y su actividad antimicrobiana en conjunto con las nanoparticulas frente a los
microorganismos patégenos antes mencionados. Las frutas evaluadas presentan contenidos de compuestos
fendlicos de aproximadamente 100 mg de acido galico/100g y actividad antimicrobiana frente a las bacterias
gram-positivas S. aureus, E. faecalis, y B. subtilis y la gram-negativa S. marcescens, determinada por porcentajes
de inhibicién de un ambito entre 10% y 60% con respecto al control positivo. Estos resultados muestran que
estos nanoproductos tienen potencial como posibles agentes antimicrobianos para ser utilizados en la industria
farmaceutica.

Palabras clave: agentes antimicrobianos, polifenoles, efecto bacteriostético, quitosano, nanoparticulas poliméricas.
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Synthesis of polymer chitosan nanoparticles funtionalized with blackberry
extracts(Rubus glaucus) and its preliminary evaluation as antimicrobial agents

Abstract

The aim of this study is to evaluate the bacteriostatic effect of functionalized chitosan nanoparticles with
antioxidants from tropical fruit extracts.

In the synthesis and characterization of functionalized chitosan nanoparticles variables are treated in order
to obtain concentrations and other parameters, which shows bacteriostatic effect on some species of pathogenic
gram-negative ATCC bacterias: Escherichia coli, Serratia marcescens and Pseudomona aeroginosa, and gram-
positives: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Enterococcus faecalis.

The hypothesis assumes that functionalized nanoparticles synthesized according to the ion gelation method
using tripolyphosphate as crosslinking agent, with modifying agents from blackberry tropical fruit extracts
(Rubus glaucus), containing antioxidants, expressed as gallic acid concentration, provides chitosan nanoparticles
the ability to inhibit bacterial growth.

This research performed a preliminary evaluation of the polyphenol content and antimicrobial activity in
conjunction with the nanoparticles against pathogens mentioned above. The evaluated fruits exhibit concentrations
of 100 mg of gallic acid/100g and antimicrobial activity against the gram-positive S. aureus E. faecalis and
B. subtilis, and the gram-negative S. marcescens determined by disc diffusion method showing an inhibition
diameter between 10% and 60 % compared to positive control. These results show the potential of these
nanoproducts as antimicrobial agents for use in the pharmaceutical industry.

Key words: antimicrobial agents, polyphenols, bacteriostatic effect, chitosan, polimeric nanoparticles.
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Introduccion

Los productos derivados de frutas tropicales se han
considerado por siglos inicamente como delicatessen
gastronomicos. Solo recientemente se han reconocido
como fuentes de compuestos fitoquimicos con
potenciales efectos favorables para la salud.
Las moras son consideradas en la actualidad como
una fuente rica de polifenoles. Estudios recientes
(Armentia, Lombardero, Barber, Callejo, Vega,
Martinez y Rebollo, 1999) han encontrado que los
extractos de antocianinas provenientes de varias
especies de mora podrian ejercer actividades
anticancerigenas in vitro, reducir la inflamacion y
modular la respuesta inmune. Los compuestos
polifendlicos presentes mayoritariamente en esta
fruta son taninos eldgicos y antocianinas. Los
compuestos formados a partir de la hidrélisis de
taninos elagicos han recibido gran atencidn, debido
a sus importantes actividades bioldgicas tales como
actividad antimutagénica, antiviral, anticancerigena,
antitumoral y antioxidante (Armentia, et al., 1999,
p. 398). Las antocianinas son los pigmentos mas
importantes de las plantas vasculares, responsables
de colores naranja, rosa, 1ojo, violeta y azul en las
flores y frutos de algunas de ellas. Estos compuestos
ademas poseen actividad antioxidante y desempefian
un papel importante en la prevenciéon de
enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes,
entre otras.

Un grupo creciente de evidencias sugieren que el
consumo regular de los productos de frutas como
mora y cacao o el uso de sus principios activos como
agentes terapéuticos podrian influir favorablemente
en la lucha contra las enfermedades cardiovasculares
e incluso en otras patologias como el cancer. Sin
embargo, se hacen investigaciones para definir la
magnitud real de estos beneficios y elucidar sus
posibles mecanismos de accion (Gutiérrez, 2002).
Las areas tropicales son ricas en fuentes desconocidas
de fitoquimicos con potenciales aplicaciones en
farmacologia, medicina y alimentos funcionales. Un
estudio reciente efectuado en Costa Rica (Madrigal,
Rodriguez, Krueger, y Reed, 2010) con una coleccion
de frutas tradicionales (17 muestras) fueron
seleccionadas para identificar su composicion
polifendlica (ensayo Folin-Ciocalteu), su actividad
antioxidante (ensayo DPPH) y propiedades
antibacterianas in vitro (difusion en disco). Los
resultados mostraron que al menos ocho de las
muestras analizadas son fuentes naturales de
polifenoles con importante actividad antioxidante y
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tres de ellas muestran un significativo efecto
antibacteriano tanto en bacterias gram-positivas
como bacterias gram-negativas, en comparacion con
el control (ampicilina 2 mg/ml). Los datos
experimentales sugieren que los extractos
polifendlicos aislados de las frutas tradicionales de
Costa Rica podrian ser fuentes interesantes de los
fitoquimicos para controlar o prevenir las infecciones
bacterianas en humanos.

Es importante aclarar términos de actividad
microbiana; al hablar acerca de un antibiético o
sustancia bactericida se hace referencia a un
antimicrobiano que es capaz de destruir el agente
patdgeno de interés (destruccion de la pared celular
de la bacteria). Dentro de este grupo se encuentran
las penicilinas, las quinolonas, las cefalosporinas,
la vancomicina, los aminoglucoésidos y la polimixina.
Para el caso de las sustancias o antibidticos
bacteriostaticos se hace referencia a otro mecanismo
de accion que se traduce en una inhibicion del
crecimiento o multiplicacion de las bacterias con el
objetivo de que, al aplicarlo, sea el propio sistema
inmunologico del animal el que detenga la infeccion.
Dentro de este grupo se clasifican las tetraciclinas,
la lincomicina, la eritromicina, las sulfamidas, el
cloramfenicol, entre otros. El presente trabajo se ha
enfocado en la busqueda de agentes bacteriostaticos
aplicables contra las bacterias gram-positivas y gram-
negativas mencionadas anteriormente.
En la actualidad los polimeros naturales son utilizados
como biomateriales siendo uno de los mas
importantes el quitosano, polisacarido catidnico
lineal compuesto por unidades de (1-4)-2-desoxi-2-
amino-D-glucopiranosa (D-glucosamina) (GlcN) y
(1-4)-2-desoxi-2-acetamido-D-glucopiranosa (N-
acetyl-D-glucosamina) (GlcNAc) derivado por
desacetilacion de quitina: poli [-(1-4)-2 acetamida-
2-desoxi-D-glucopiranosa]. Esta tiltima es la segunda
sustancia polimérica natural mas abundante después
de la celulosa y se extrae por métodos quimicos a
partir de los exoesqueletos de crustaceos y de la
concha caliza de moluscos (Gutiérrez, 2002).
En su estructura, de acuerdo con la Fig. 1, el nitrégeno
se encuentra como una amina alifatica primaria y
origina reacciones tipicas de ese grupo funcional.
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Figura 1. Unidades repetidas de quitosano
D= D-Glucosamina A= N-acetil-D-glucosamina.

Debido a las caracteristicas benéficas mencionadas,
el quitosano ha sido utilizado como material de pared
para encapsular compuestos bioactivos y en el
desarrollo de sistemas de liberacion de sustancias
(Peniche, Argiielles, Peniche, y Acosta, 2003).
Investigaciones realizadas en 1992 (Hassan, Parish,
y Gallo, 1992) y 1993 (Ohya, Takei, Kobayashi, y
Ouchi, 1993) desarrollaron microcapsulas de
quitosano (<10um) para la liberacion especifica de
agentes anticancerigenos.

El quitosano tiene aplicaciones farmacéuticas como
matriz de liberacién prolongada de drogas y en
terapia génica, aplicaciones biomédicas tales
comofabricacién de materiales bioadhesivos,
fungistaticos, hemostaticos y en el tratamiento de
heridas por quemaduras, donde se aplican vendajes
humedos denominados apdsitos, que deben
comportarse de manera homdloga a la piel alcanzando
un 85% de humedad y buena permeabilidad,
otorgandole asi, condiciones adecuadas para repararse
sin alteraciones. El quitosano ha mostrado buenos
resultados facilitando la cicatrizaciéon y mejorando
las funciones de las células inflamatorias (Fuentes
y Pastor de Abram, 2004).

El quitosano puede asociarse a sustancias cargadas
negativamente, incluidas proteinas, polisacaridos
anionicos y acidos nucleicos presentes en la piel.
Posee propiedades antimicrobianas, es biocompatible
y clinicamente ha demostrado no producir reacciones
alérgicas después de su implantacion, inyeccion o
aplicacion topica. Ademas es biodegradable
(Mérquez, Cartagena y Pérez, 2009).

Las nanoparticulas sintetizadas a partir de quitosano
se forman de acuerdo a una aproximacion de tipo
bottom-up como resultado de procesos de auto-
asociacion o entrecruzamiento, en virtud de los cuales
las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras
nanoscopicas, ya sea por interacciones inter o
intramoleculares de tipo covalente o no covalente.
En estas nanoparticulas o nanoesferas el farmaco

84

puede ser atrapado o ligado a la matriz polimérica
solida o semisdlida (Rinaudo, 2008).

El quitosano inhibe el crecimiento de bacterias
eficazmente, pero los efectos inhibitorios difieren
con respecto al peso molecular del quitosano y el
tipo de bacteria. El quitosano generalmente ejerce
mayor efecto bactericida contra microorganismos
gram-positivos. La actividad antibacteriana del
quitosano es afectado por el pH y su mayor actividad
se encuentra con bajos valores de pH, aquellos
verificados experimentalmente en el rango 4,5-5,8.
(Begin y Calsteren, 1999).

En este trabajo se han evaluado las propiedades
antimicrobianas del quitosano como sistema de
encapsulamiento y transporte de moléculas
provenientes de la exatrccion de compuestos de la
fruta tropical Rubus glaucus con alto contenido en
compuestos fendlicos.

Materiales y métodos

Sintesis de las nanoparticulas de quitosano
Se empled el método de gelificacion idnica con
tripolifosfato sddico. En esta técnica la formacion
de la cubierta de las nanoparticulas tiene lugar debido
a una reacciéon de gelificacion idnica entre un
polimero y un ion de carga opuesta.
Se prepar¢ una solucion de quitosano de 0.10% v/v
en acido acético 0.50% v/v, a base de una solucion
madre de 0.50% m/v de quitosano.
Como agente entrecruzante se emple6 tripolifosfato
de sodio 0.25% m/v.
Para la formacion de las nanoparticulas se mezcla
poco a poco en agitacién constante la solucion de
quitosano con las soluciones de tripolifosfato de
sodio.

Funcionalizacion de las nanoparticulas de quitosano

El extracto de la mora (rubus glaucus) se empled
como agente modificante de las nanoparticulas de
quitosano.

La extraccion se realizo a través de acetona al 70%;
los productos se liofilizaron durante tres dias para
su deshidratacion.

Para la identificacion de la composicion polifendlica
se realizo el ensayo Folin-Ciocalteu con el que se
obtuvo la concentracion de acido galico como se
expresa en la Tabla 1 de la seccion de los resultados.
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Tabla 1. Concentracion de acido galico de la

mora por triplicado.
Fruta EAG mg/100 mg
98,00
Rubus Glaucus 95,60
94,58

En la Tabla 2 se visualiza la identificacion para los
productos obtenidos.

Mediante vortex en agitacion constante se mezclo
la solucién de nanoparticulas de quitosano con la
solucion del agente modificante (0,02 g/mL) para
su funcionalizacion. Es importante mencionar que
esto produce la funcionalizacion de la superficie de
la nanoparticula, con el fin de evitar que en el sistema
sea necesario estrictamente la ruptura de las
nanoparticulas para que se libere el componente.

Tabla 2 Nomenclatura para las nanoparticulas
funcionalizadas.

Identificacion Significado
NCs Nanoparticulas de quitosano
NCs M Nanoparticulas con agente
modificante mora
M std Agente modificante

Caracterizacion de las nanoparticulas de quitosano

Para la caracterizacion de los productos obtenidos,
tanto en el caso de las nanoparticulas de quitosano
simples, como para las nanoparticulas de quitosano
funcionalizadas, se emplearon las técnicas de

1
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microscopia de fuerza atémica, termogravimetria y
goniometria.

Ensayos microbiologicos

Se empled el método Kirby-Bauer (método de
difusion en agar) para la determinacion de sensibilidad
de los agentes microbianos a los agentes de prueba,
con la modificacion de aplicar los agentes de prueba
de manera directa sobre el cultivo y no utilizar discos
de papel de filtro. Se mide el diametro (halos) de
inhibicion producido por cada agente de prueba.
Se empleé como control positivo cloramfenicol 30
ug y como control negativo acido acético 0,5% v/v
durante los ensayos.

Es importante desatacar que los resultados de los
ensayos microbiolégicos son preliminares y se
presentan sélo de manera descriptiva. El nimero de
réplicas para los ensayos fue de tres, por tanto se
aplica desviacion estandar para las pruebas de
sensibilidad, pero no para los controles.

Resultados Preliminares

Los resultados obtenidos mediante microscopia de
fuerza atomica, puede visualizarse en la Fig. 2. las
imagenes escaneadas con 5 pm de 4rea. En la imagen
A aparecen las nanoparticulas de quitosano sin
funcionalizacion y se observa que estan mas dispersas
en comparacion con la imagen B. De esto se concluye
que el agente modificante también funciona como
agente entrecruzante, ya que se observa mayor
aglomeracion en las nanoparticulas funcionalizadas
con el agente modificante de la mora.

Figura 2. Imagenes de microscopia de fuerza atomica donde A representa el barrido de las NCs
y B el de las NCS funcionalizadas.
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De acuerdo a la Fig. 3, que representa el grafico de
longitud y tamafio de los escaneos y la Tabla 3,

SectionGraph
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=
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Figura 3. Grafico de longitud por microscopia defuerza
atomica.

Tabla 3. Diametro promedio de las nanoparticulas.

Muestra Diametro promedio Desyv. Stand.
(nm)
NCs 98,5 0,33
NCs M 101,5 0,42

los diametros de particula oscilan entre 98 nm y
102 nm en promedio. Los resultados obtenidos con
goniometria (Fig. 4)
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Figura 4. Imagenes de goniometria para la muestras

muestran una efectiva incorporacidn de la sustancia
activa en la nanoparticula, lo que evidencia su
funcionalizacidn. Lo anterior se deduce debido a
que en la imagen A el promedio de angulo de contacto
fue muy similar al del agente modificante de mora
(imagen B), con valores de 59,49 y 56,60
respectivamente. Por otra parte, para las
nanoparticulas funcionalizadas (imagen C) el angulo
aumento a un valor promedio de 87,08. De acuerdo
al termograma (Fig. 5) y la Tabla 4, las nanoparticulas
funcionalizadas presentan un comportamiento
térmico dual con respecto a los dos precursores, las
curvas de las nanoparticulas con y sin
funcionalizacion son similares al inicio del
termograma, pero a medida que este avanza en
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funcion de la temperatura se asemejan las
nanoparticulas funcionalizadas y el agente
modificante de la mora. 100,0 -
90,0 -
80,0
70,0 -
60,0 -
50,0 ENCs
;g'g i B NCsMora
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N 00 -
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Figura 5. Termograma de las tres muestras. 40:0 - HNCs
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Tabla 4. Temperaturas de descomposicion para las 10,0
muestras 00 =8
Ef 5a Bs

Porcentaje de inhibicion
bacteriano %

Muestra ~ Temperatura de
Descomposicién ( C) SETRENED
NCs 129,0 : _ e
Mtd 112,0 Figura 6. Gréficos del porcentaje de inhibicion en
bacterias gram-negativas y gram-positivas
NCs M 112.3 En la Fig. 7 se ilustran algunos de los halos
inhibitorios en S. aureus y E. faecalis para muestras
Las nanoparticulas de quitosano funcionalizadas de nanoparticulas funcionalizadas con el agente
presentan mayor efecto bacteriostdtico en modificante proveniente del extracto de mora (11,
microorganismos gram-positivos -que las 12y 13).

nanoparticulas de quitosano sin funcionalizar, tal
como se muestra en los graficos de la Fig. 6.

las bacterias Sa y Ef.
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Discusion

La concentracién de acido galico del extracto de la
mora oscila entre 90 y 100 mg/100mg (Tabla 2).

Segun las imagenes de microscopia de fuerza atomica
las nanoparticulas funcionalizadas presentan mayor
aglomeracion y estan presentes en mayor cantidad
que las no funcionalizadas.

El tamafio promedio del didmetro de las
nanoparticulas de quitosano es de 100 nm
aproximadamente (Tabla 3).

Con los resultados de termogravimetria y goniometria
se concluye que la funcionalizacién de las
nanoparticulas es efectiva, ya que estas presentan
propiedades tanto de sus precursores, es decir, de
las nanoparticulas sin funcionalizar como del agente
modificante.

De acuerdo al grafico de la Fig. 6 y las Tablas 5-11,
donde se determinan los halos inhibitorios; ocurre
inhibicion bacteriana en las bacterias gram-positivas:
64% de inhibicion en S. gureus y 54,2% en E.
Jfaecalis, con respecto al control positivo.

Tabla 5. Didmetros de inhibicion bacteriana (mm).

Bacterias Gram negativas Gram positiva
Muestra Pa Ec Sm Ef Sa Bs
Control + 10,0 “15.0 2570 24,0 25,0 3,50
NCs 0,00 0,00 0,70 8,00 2.5 0,10
NCs M 1,00 2,00 0,90 13,0 16,0 0,30
Control - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 6. Didmetros (mm) y porcentajes (%) de inhibicién en P, aeruginosa.

Agentede  Halo de

Porcentaje
de

prueba inhibicion Desviacion  inhibicion
para pa estandar para pa
(mm) (%)
Control 10,0 N.A. 100
Positivo
NCs 0,00 0,00 0,00
NCs M 1,00 0,06 10,0
Control 0,00 N.A. 0,00
Negativo
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Tabla 7. Diametros (mm) y porcentajes (%) de inhibicién en E. coli.

Agente de prueba Desviacion estandar
Halo de inhibicion para Porcentaje de inhibicion
Ec (mm) para Ec (%)
Control Positivo 15,0 N.A. 100
NCs 0,00 0,00 0,00
NCs M 2,00 0,06 13,3
Control Negativo 0,00 N.A. 0,00

Tabla 8. Didmetros (mm) y porcentajes (%) de inhibicion en S. marcescens.

Agente de prueba Halo de inhibicién para Desviacion estandar Porcentaje de inhibicion
Sm (mm) para Sm (%)
Control Positivo 2,70 N.A. 100
NCs 0,70 0,01 259
NCs M 0,90 0,02 33,3
Control Negativo 0,00 N.A. 0,00

Tabla 9. Didmetros (mm) y porcentajes (%) de inhibicién en E. faecalis.

Agente de prueba Desviacion estAndar Porcentaje de inhibicion
Halo de inhibicion para Ef para Ef (%)
(mm)
Control Positivo 24,0 N.A. 100
NCs 8,00 0,09 333
NCs M 13,0 0,10 542
Control Negativo 0,00 N.A. 0,00
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Tabla 10. Diametros (mm) y porcentajes (%) de inhibicion en S. aureus.

Agente de prueba Halo de inhibicion para Sa Desviacion estandar Porcentaje de inhibicion
(mm) para Ef (%)
Control Positivo 25,0 N.A. 100
NCs 2.5 0,09 10,0
NCs M 16,0 - 0,20 64,0
Control Negativo 0,00 N.A. 0,00

Tabla 11. Didametros (mm) y porcentajes (%) de inhibicion en B. subtilis.

Agente de prueba Halo de inhibicion para Bs  Desviacion estandar Porcentaje de inhibicion
(mm) para Bs (%)
Control Positivo 3,50 N.A. 100
NCs 0,10 0,06 2,90
NCs M B30 0,06 8,60
Control Negativo 0,00 N.A. 0,00
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En microorganismos gram-negativos la bacteria S.
marcescens alcanzo 33,3% de inhibicion, mientras
que la inhibicion en P. aeruginosa y E. coli fue menor
a 20.0%.

De los halos de inhibicion segun la Tabla 5, se
concluye que las nanoparticulas de quitosano poseen
inhibicién del crecimiento microbiano y que la
funcionalizacién de las mismas con moléculas del
extracto de mora (agente modificante) aumenta dicha
actividad.

El efecto resultante sobre los agentes patdgenos
puede atribuirse a la presencia de polifenoles,
saponinas, alcaloides, taninos, entre otros, presentes
en el agente modificante empleado (extracto de
mora).
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